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Resumen 

Introducción: La resistencia a los antimicrobianos y la tolerancia a biocidas está 

dada por mecanismos comunes, generados por su uso en diferentes ambientes; 

mecanismos como la expresión de bombas de expulsión presentes en bacterias del 

género Enterobacter circulantes amenaza la eficacia de los antimicrobianos 

limitando las opciones de terapia antibiótica. Objetivos: Determinar el perfil de 

tolerancia al triclosán y detección de genes asociados a bombas de expulsión en 

aislados clínicos de Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae. Materiales y 

Métodos: Se realizó un estudio observacional, descriptivo y de corte transversal, se 

determinaron perfiles de tolerancia al triclosán por microdilución, de susceptibilidad 

antimicrobiana, confirmación fenotípica de mecanismos de resistencia, por reacción 

en cadena de la polimerasa, se identificó la presencia de genes que codifican para 

bombas de expulsión. Resultados: El 17% correspondió a Enterobacter cloacae y 

el 6% Enterobacter aerogenes. El 93,7% de los aislados clínicos del género 

Enterobacter presentó el fenotipo de resistencia BLEE y AmpC. En el 81,3% de los 
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aislamientos se obtuvo la presencia de al menos un gen relacionado con las 

expresión de bombas de expulsión, siendo frecuentes MexC y AcrB;  no identificó 

presencia del gen oqxA. Conclusiones: La resistencia a diferentes grupos de 

antibióticos se identifica en especies de Enterobacter circulante, así la presencia de 

enzimas BLEE y AmpC, la presencia de genes relacionados con bombas de 

expulsión y la alta tolerancia al triclosán.  

Palabras clave: triclosán, resistencia, bombas de expulsión, genes, biocida  

 

Triclosan tolerance profile and detection of the MexA, MexC, AcrB and oqxA 

genes related to the expression of expulsion pumps in clinical isolates of 

Enterobacter aerogenes and Enterobacter cloacae. 

ABSTRACT 

Introduction: Antimicrobial resistance and tolerance to biocides is given by common 

mechanisms, generated by the use of antimicrobial and biocidal substances in 

different environments, these mechanisms such as the expression of expulsion 

pumps present in bacteria of the Enterobacter genus circulating threatens the 

efficacy of antimicrobials by limiting antibiotic therapy options. Objective: to 

determine the triclosan tolerance profile and detection of genes associated with 

expulsion pumps in clinical isolates of Enterobacter aerogenes and Enterobacter 

cloacae. Materials and Methods: An observational, descriptive and the cross-

sectional study was performed, triclosan tolerance profiles were determined by 

microdilution, antimicrobial susceptibility, phenotypic confirmation of resistance 
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mechanisms, by the presence of polymerase chain reaction, the presence of genes 

that code for expulsion pumps. Results: The 17% corresponded to Enterobacter 

cloacae and 6% Enterobacter aerogenes. 93.7% of the clinical isolates of the genus 

Enterobacter presented the ESBL and AmpC resistance phenotype. In 81.3% of the 

isolates, the presence of at least one gene related to the expression of ejection 

pumps was obtained, with MexC and AcrB being frequent; did not identify the 

presence of the oqxA gene. conclusions: The resistance to different groups of 

antibiotics is identified in circulating Enterobacter species, as well as the presence 

of ESBL and AmpC enzymes, the presence of genes related to ejection pumps, and 

high tolerance to triclosan. 

Keywords: triclosan, resistance, efflux pump, genes, biocide 

Introducción 

Los biocidas son sustancias sintéticas de origen natural o químico, que son 

utilizados para la limpieza de superficies. El Triclosán es un derivado del fenol, 

siendo común encontrarlo como componente de enjuagues orales y cremas 

dentales, actúa contra bacterias Gram positivas y Gram negativas; su mecanismo 

de acción se da en la membrana citoplasmática, causando una bacteriólisis (1,2). 

Por su parte, Enterobacter es un género de bacterias Gram-negativos, anaeróbicas 

facultativas, que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, es una bacteria 

oportunista y multirresistente; su gran capacidad de diseminación se debe a la 

presencia de proteínas reguladoras de la permeabilidad de su membrana y de la 

expresión de enzimas detoxificantes que degradan e inactivan los antibióticos, una 

afinidad de esta especie es la capacidad para formar biopelículas, hasta el momento 
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hay dos especies comunes, Enterobacter aerogenes y Enterobacter cloacae (2,3). 

La especie Enterobacter cloacae se encuentran ampliamente en la naturaleza, es 

frecuentemente aislada de muestras clínicas humanas en procesos infecciosos de 

sistema respiratorio y tracto urinario, por lo cual ha adquirido importancia clínica 

como bacteria oportunista y surgido como patógeno de infecciones asociadas a la 

atención en salud de pacientes de cuidados intensivos, especialmente para aquellos 

con ventilación mecánica (2).  

Teniendo en cuenta la resistencia natural y la adquirida, las respuestas bacterianas 

frente a la acción de antibióticos y biocidas comparten algunas estrategias comunes, 

se evidencia que las bacterias pueden desarrollar una resistencia emergente a los 

antibióticos después de la exposición a biocidas, dado por la resistencia cruzada, el 

cambio fenotípico, la co-resistencia, los cambios en los perfiles de susceptibilidad 

de poblaciones microbianas, entre otras (4). 

El género Enterobacter sp produce una ß-lactamasa determinada por genes  

cromosomales que le confiere una resistencia natural; este tipo de resistencia está 

relacionada con una enzima del tipo AmpC, la cual se expresa de manera inducible 

(3,4)  y se puede encontrar en  todos los aislados clínicos silvestres (5,6), siendo 

este tipo de fenotipo resistente a ampicilina, cefalotina y cefoxitina (7,8). El 

Enterobacter cloacae se considera intrínsecamente resistente a las 

aminopenicilinas, cefalosporinas de primera generación y cefoxitina debido a la 

presencia de β-lactamasas del tipo Ampc, lo que implica susceptibilidad variable a 

cefalosporinas de tercera y cuarta generación (9,10,). De otra parte, en este género 

bacteriano se identifica el mecanismo de bombas de eflujo de la familia RND -
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Resistencia, Nodulación, División celular- (11,12), como un paso evolutivo frente al 

presión de los antibióticos que contribuye a la resistencia intrínseca adquirida y que 

expresa fenotipos de multiresistencia antibiótica y tolerancia a sustancias biocidas 

(13,14).  

El propósito de este estudio fue determinar los perfiles de tolerancia al Triclosán, 

perfiles de resistencia antibiótica y presencia de genes relacionados con la 

expresión de bombas de expulsión, en aislamientos de Enterobacter aerogenes y 

Enterobacter cloacae, dado que en el medio se observa la circulación de 

Enterobacter con resistencia antibiótica en las cuales no se ha explorado aún su 

respuesta frente al triclosán (15). 

Materiales y Métodos  

Se llevó a cabo un estudio observacional, descriptivo y de corte transversal. Se 

realizó un análisis univariado para determinar frecuencias de susceptibilidad o 

resistencia a los antibióticos utilizados en los perfiles de susceptibilidad antibiótica, 

frecuencia de respuesta a las concentraciones del biocida utilizadas en el perfil de 

tolerancia al triclosán y de la presencia de genes de bombas de expulsión en 12 

aislamientos de Enterobacter cloacae y 4 de Enterobacter aerogenes, provenientes 

de 71 aislados de muestras clínicas de una IPS en el departamento de Boyacá. Se 

determinó la frecuencia de los perfiles de resistencia, de la tolerancia a diferentes 

concentraciones de triclosán y de genes relacionados con la expresión de bombas 

de expulsión. El trabajo fue avalado por comités de ética institucionales. 
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Aislamiento e identificación: Para la identificación de los aislamientos de 

Enterobacter sp. se realizó mediante el equipo Phoenix 100 con sistema de paneles 

para identificación de género, especie y se realizó pruebas de susceptibilidad por 

CIM -Concentración Mínima Inhibitoria- utilizando panel de antibióticos que incluyó 

las cefalosporinas de 1, 2, 3 y 4, carbapenémicos, amikacina, ampicilina sulbactam, 

ciprofloxacina, piperacilina tazobactam, Tigecilcina, trimetropin-sulfametoxazol. 

Estos aislamientos se conservaron en BHI- glicerol 20% a -80°C. 

Reactivación: Se realizó reactivación de los asilados en caldo BHI (BD Brain Heart 

Infusión) a 37°C por 24 horas (overnight) en agitación. 

Confirmación fenotípica de mecanismos de resistencia: Se realizó la 

confirmación de fenotipos de resistencia de los aislados clínicos de bacterianas de 

Enterobacter sp. siguiendo las normas CLSI 2017. 

Ensayo y montaje de tolerancia al triclosán: El ensayo se realizó con una 

concentración estándar de la bacteria 1/10, tomando 100 µl del cultivo overnight y 

900 µl solución salina 0.85%. Para la preparación de las diluciones del triclosán se 

partió de una concentración inicial Ci utilizando alcohol etílico 96°, las 

concentraciones utilizadas fueron C1 (1%), C2 (0.25 %), C3 (0.025%), C4 (0.0025%) 

y C5 (0.00025%), estas se prepararon en caldo BHI.  El montaje se realizó en 

microplacas de 96 pocillos, se dispenso en los pozos las diferentes concentraciones 

de Triclosan y se utilizó control de medio de cultivo BHI, control de crecimiento 

bacteriano (medio BHI e inóculo), control de biocida (cada dilución); la microplacas 

se incubaron a 37°C por 24 horas. La lectura se realizó en el equipo ImarK® Biorad 
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a una absorbancia 595 nm y la lectura de tolerancia se determinó con lectura de 

pozo biocida + inóculo y lectura control de biocida (16). 

Extracción de ADN: Se utilizó el kit de extracción Wizard® Genomic DNA 

purificación de Promega, siguiendo el protocolo 003 Extracción de ADN (17).  Se 

determino la concentración del ADN Nanodrop NANO Maestrogen®.  

Detección de genes de bombas de expulsión: Los genes evaluados por PCR 

convencional fueron oqxA, AcrB, Mex C y Mex A. Se estandarizó el protocolo de 

PCR para cada gen y se utilizó termociclador LOMBOCON®. En la tabla 1 se 

muestra los primeros utilizados en el estudio y el tamaño de banda de cada gen de 

resistencia. Ver Tabla 1.  

Tabla 2. Primers utilizados en el estudio; tamaño de banda y temperatura de 

anillamiento.  

Gen Secuencia 
Tamaño de 

la banda 
Tm (c) Referencia 

oqxA F 5´GACAGCGTCGCACAGAATG 3´ 
R 5´GGAGACGAGGTTGGTATGGA 3´ 

339 59.5 °C (18)  
 

AcrB F 5’ GGTCGATTCCGTTCTCCGTTA -3’ 
R 5’- CTACCTGGAAGTAAACGTCATTGGT -3’ 

107 61.3 °C (19) 

MexA F 5’- CTGGAGGACGGTAGCCAATA -3’  
R 5’- GACGGAAACCTCGGAGAAT -3’ 

60 60.5 °C (20) 

MexC F 5´AGCCAGCAGGACTTCGATAC 3´ 
R 5´CAGTGACCGAGGCGTAGC 3´ 

118 60.7 °C (2, 21) 

Fuente: El estudio 

Electroforesis: Para los genes AcrB y Mex C se realizó la electroforesis en gel de 

agarosa al 2% y para el gen Mex A se realizó en gel de agarosa al 1.5%. Los 

parámetros de corrida fueron de 45 minutos a 50 voltios. 
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Resultados  

De 71 aislamientos clínicos de Gram negativas, se trabajó con 16 que se 

identificaron en el género Enterobacter, las especies fueron 12 aislados de 

Enterobacter cloacae, (75%) y 4 de Enterobater  aerogenes (25%).  

 

Perfiles de susceptibilidad de los aislados clínicos en estudio 

Los 16 aislamientos de Enterobacter sp mostraron en los perfiles de susceptibilidad 

antibiótica que fueron sensibles a carbapenémicos, aminoglucósidos, 

fluoroquinolonas y cefalosporinas de 3° y 4° generación. Los grupos de antibióticos 

en los que presentan resistencia son las penicilinas, y las cefalosporinas de 1 y 2 

generación. Se confirmó la presencia de Betalactamasas de espectro extendido 

(BLEE) y de AmpC. El 93,7% de los aislados clínicos de Enterobacter sp. 

presentaron el fenotipo de resistencia BLEE donde el 25% (n=4) correspondieron a 

la especie Enterobacter aerogenes y el 68.7% (n= 11) a Enterobacter cloacae. Una 

cepa de Enterobacter cloacae presento betalactamasas de amplio espectro BLEA; 

una cepa de Enterobacter aerogenes presento fenotipo de resistencia para KPC. 

En la gráfica 1 se observa una combinación de perfiles de resistencia entre los tipos 

BLEE y AMPC predominando en aislados clínicos de Enterobacter cloacae (n=11). 

(Figura 1) 
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Figura  1. Perfil de resistencia bacteriana en aislados clínicos del género 

Enterobacter.
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Fuente: El estudio 

Perfil de tolerancia al triclosán de los aislados clínicos en estudio 

En relación con el perfil de tolerancia al triclosán todos los aislados clínicos de 

fueron tolerantes al triclosán en la concentración más baja C5 (0,00025%). La 

mayoría de los aislados clínicos fueron tolerantes hasta la concentración C1 (1%). 

El 43,8% de los aislamientos (n=7) fueron tolerantes hasta esta concentración, el 

31,2% (n=5) fueron tolerantes hasta la concentración C3 (0,025%), seguido de un 

18,8% de los aislados clínicos de que fueron tolerantes hasta la C4 (0,0025%). Solo 

1 cepa fue tolerante al triclosán hasta la C2 (0,25%).  

El 50% (n=6) de los aislados clínicos de Enterobacter cloacae fueron tolerantes 

hasta la C1 (1%), mientras que la concentración de triclosán hasta la que toleraron 

el 75% de los aislados clínicos de Enterobacter aerogenes fue la C3. En la Figura 2 

se muestra la concentración de triclosán a la que fueron sometidas las especies de 
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Enterobacter y el número de aislados clínicos que toleraron hasta determinada 

concentración.  

Figura 2. Tolerancia al triclosán, aislados clínicos del género Enterobacter. 
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*Concentraciones finales de Triclosán:  C1: 1%, C2:0.25 %, C3:0.025%, C4:0.0025%, C5: 0.00025% 

Fuente: El estudio 

 

Genes asociados a bombas de expulsión 

En el 81,3% de los aislamientos del género Enterobacter se observó la presencia 

de al menos un gen de resistencia relacionado con la expresión de bombas de 

expulsión; por especie el 75% de Enterobacter aerogenes y el 83,3% de 

Enterobacter cloacae fueron positivos para la presencia de al menos uno de estos 

genes. Los genes MexC y AcrB fueron los más frecuentes en el género estudiado. 

En el 68,8% de los aislamientos se encontró la presencia del gen MexC, seguido 
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del gen AcrB con un 56,3% y el gen MexA con un 25%; no se observó la presencia 

del gen oqxA.  (Figura 3).  

 

Figura 3. Genes codificantes de bombas de expulsión en aislados clínicos de 

Enterobacter.

0 2 4 6 8

E n te r o b a c te r  a e r o g e n e s

E n te r o b a c te r  c lo a c a e

F re c u e n c ia  d e  c e p a s  c o n  p re s e n c ia  d e  g e n e s

A c rB

M e x A

M ex  C

oxpA

 

Fuente: El estudio 

Se observó la presencia de uno o más genes en el mismo microrganismo, en el 75% 

de los aislados clínicos de Enterobacter aerogenes se detectó la presencia tanto del 

gen MexA y el gen AcrB, no se detectó la presencia del gen MexC. En el 16,6% 

(n=2) de los aislados clínicos de Enterobacter cloacae se observaron los 3 genes 

acrB, MexA, MexC. El gen con mayor frecuencia fue MexC. 
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Tabla 2. Genes de resistencia asociados a bombas de expulsión en especies de 

Enterobacter. 

Especie de Enterobacter Genes de resistencia asociados a bombas de expulsión 

AcrB  MexC MexA oqxA 

E. aerogenes. 2Urc. Presente Presente Ausente Ausente 

E. aerogenes.  3Urc. Presente Presente Ausente Ausente 

E. aerogenes. 4Ept. Presente Presente Ausente Ausente 

E. cloacae. 1Urc. Presente Presente Presente Ausente 

E. cloacae. 2Ept. Ausente Presente Ausente Ausente 

E. cloacae. 3Ctv. Presente Presente Ausente Ausente 

E. cloacae. 4Shr. Presente Presente Ausente Ausente 

E. cloacae. 5Urc. Ausente Presente Ausente Ausente 

E. cloacae. 6Ept. Presente Presente Presente Ausente 

E. cloacae. 7Urc. Ausente Presente Presente Ausente 

E. cloacae. 8Ept. Ausente Presente Presente Ausente 

Fuente: El estudio 

DISCUSIÓN   

En el presente estudio se identificaron 16 aislados clínicos de bacterianas de 

Enterobacter sp de un total de 71 aislamientos de bacterias Gram negativas 

provenientes de Infecciones Asociadas a la Atención en Salud (IAAS) 

correspondiente a un 22,5 %, siendo identificadas las especies Enterobacter 

aerogenesy Enterobacter cloacaeidentificadas en un 25% y 75%, respectivamente. 

Este estudio es comparable a un estudio realizado por Jaramillo Gloria en el 2016 
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donde se aislaron 3,1% de E. cloacae. Sin embargo, la especie de Enterobacter sp. 

más frecuente fue Enterobacter aerogenes (19,22), según los resultados obtenidos 

presentaron dos mecanismos de resistencia (BLEES y AMPC), evidenciándose 

resistencia a cefalosporinas de primera y segunda generación y algunas de tercera 

generación como la Ceftriaxona. De acuerdo al estudio hecho por Tuon FF 2015 y 

Gonzalez M. 2007 este tipo de mecanismos esta asociado con la resistencia a 

cefalosporinas de tercera y cuarta generación debido a la sobreexpresión del 

mecanismo AmpC (23,24). En el presente estudio se muestra sensibilidad a 

cefalosporinas de tercera y cuarta generación, al igual que a las familias de los 

aminoglicósidos y carbapenemicos siendo este resultado un punto a favor para las 

opciones terapéuticas,  en menor proporción se presentan los mecanismos de 

resistencia tipo BLEA y KPC y se presentan en menor proporción, esto en 

comparación con lo dicho por BRATU 2005 donde mencionan la extensión 

de Enterobacteriaceae productoras de KPC, este tipo de mecanismo no solo se 

encuentra en Klebsiella pneumoniae sino también en E. coli, Enterobacter 

sp, Citrobacter sp, Serratia sp y otras. Por su parte, Enterobacter sp. productor de 

KPC se ha descrito en algunas series de Enterobacteriaceae, y recientemente Stalin 

y Jenkins en el año 2014 publicaron un caso de infección por Enterobacter 

gergoviae productora de KPC en un paciente inmunosuprimido con desfavorable 

resultado a pesar de contar con una adecuada terapia (25). 

La presencia de genes de resistencia tipo acrB se aprecia en una frecuencia notable 

en los aislados clínicos de Enterobacter sp.; la bomba de expulsión acrAB-TolC está 

frecuentemente presente en especies de E. coli, esta bomba está compuesta por 

un transportador activo secundario acrB ubicado en la membrana interna TolC que 
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funciona como canal en la membrana externa, la proteína AcrAB interacciona con 

las otras dos proteínas. Esta bomba permite el transporte de diferentes compuestos 

químicos que confiere un perfil amplio de resistencia a antibióticos, fluoroquinolonas 

entre otros (26); aportando a los perfiles de resistencia en los aislados clínicos de 

de Enterobacter cloacaese con la demostración de reguladores que influyen en la 

expresión de genes, como es el caso de la presencia del gen AcrB  en un 18 % en  

Enterobacter aerogenes y un 37% Enterobacter cloacae (27). 

 

Con respecto al gen MexA y Mex C, según estudios como Masuda en el año 2000 

y Suarez en el 2018 (20,28) estos genes se expresan generando resistencia a 

diversos antibióticos. Esta sobreexpresión de la MexAB-OprM, MexXY-OprM y 

sistemas de eflujo MexCD-OprJ se demostró en 28% de los aislamientos 

bacterianos carbapenémicos no susceptibles, respectivamente, lo que sugiere la 

contribución de flujo de salida en la resistencia (29). En el estudio hecho por 

Wołkowicz en el 2016 se puede ver la frecuencia de los genes MexA y MexC en P. 

aeruginosa (30). Sin embargo, en nuestro estudio se detectó la presencia del gen 

MexA en el 100% de los aislamientos de Enterobacter aerogenes y hubo ausencia 

de este gen en los aislados clínicos de E. cloacae, a diferencia del gen Mex C que 

se encontró en el 75% y el 66,6% de los aislados clínicos de Enterobacter cloacaey 

E. aerogenes, respectivamente.  

 

 El gen oqxA es un gen muy frecuente en aislados clínicos de E. coli que confiere 

resistencia antibióticos cefalosporinas, aminoglicosidos, en comparación con los 

aislados clínicos del estudio donde se ve resistencia a cefalosporinas de primera, 
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segunda, tercera y cuarta generación, sin embargo, en los aislados clínico de 

Enterobacter sp del estudio no se detectó presencia del gen oqxA; según Albornoz 

E en el 2017 la presencia del gen de resistencia oqxA se ve reflejado en especies 

de E. coli y P. aeruginosa (31). Las bacterias suelen tener mecanismos que 

muestran una amplia especificidad de sustrato siendo capaces de expulsar una 

variedad de compuestos, estos sistemas de eflujo incluyen una variedad de genes 

que estimulan la expresión de bombas de eflujo, como el sistema MexA, MexC de 

P. aeruginosa y AcrB, oxqA de E. coli. 

 

En general, los mecanismos por los cuales las bacterias son resistentes al triclosán 

incluyen mutaciones, modificación enzimática y bombas de eflujo que se expresan 

en respuesta al estrés ejercido por el biocida (18,19). Si relacionamos los resultados 

de las concentraciones del biocida triclosan vemos una tendencia de tolerancia a 

las concentraciones expuestas, donde los aislados clínicos de Enterobacter cloacae 

presentan muestra tolerancia hasta C1(1%) y para el caso de Enterobacter 

aerogenesse mantiene hasta C1 (1%) pero en menor proporción. Con lo anterior, se 

puede evidenciar que los microorganismos evaluados toleraran altas 

concentraciones del triclosán, biocida utilizado en el ámbito hospitalario, lo que 

puede estar asociado a la presencia de microorganismos  en estas sustancias, a la 

adquisición de infecciones asociadas al cuidado de la salud y a la diseminación de 

estos. En este estudio no se obtuvieron aislados clínicos de intolerantes al triclosán, 

lo que da como resultado que se considere el aumento de las concentraciones del 

biocida en las soluciones de lavado (32). 
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CONCLUSIONES  

En este estudio se pudo demostrar que los aislamientos de Enterobacter aerogenes 

y Enterobacter clocae toleran diferentes concentraciones del biocida triclosán por 

encima de 0.0025%, presentan genes AcrB y MexC que codifican bombas de 

expulsión como mecanismo de resistencia expresado, a la vez que mostraron 

perfiles de resistencia a antibióticos tipo BLEE y AmpC. 

La resistencia a diferentes grupos de antibióticos, la presencia de enzimas BLEE y 

AmpC, de genes asociados a bombas de expulsión y la tolerancia al triclosán 

demuestra que en una misma bacteria pueden coexistir diferentes mecanismos de 

resistencia frente a la acción de los antibióticos utilizados actualmente; igualmente 

este mecanismo le confiere tolerancia a la acción de antisépticos como el triclosán, 

utilizado comúnmente en jabones quirúrgicos y elementos higiene personal 

aplicados en lavado de manos de personal de salud y en pacientes. 

Este fenómeno se convierte cada día en un reto más para combatir las infecciones 

asociadas al cuidado de la salud que han aumentado a lo largo de las últimas 

décadas por los diversos mecanismos de resistencia bacteriana. 
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Recomendaciones 

Ampliar el número de concentraciones para precisas MIC -concentraciones mínimas 

inhibitorias-. 

Continuar estudios para observar variabilidad en los determinantes genéticos 

identificados y relacionados con bombas de flujo.  
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